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EinfiUhrung
1.1. Uberblick zu SA
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1.1. Uberblick zu SA

Anatomie der Talgdrlse
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1.1. Uberblick zu SA

Beprobung
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1.2. Eine neue Perspektive: RNA-
Screen

RNA-Screen: Die Differential Display Technology (DDT)
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Visualisation der differential exprimierten
RNAs uber DDT-Technologie




1.2. Eine neue Perspektive:

RNA-Screen
Die Resultate der Differential Display Technologie (DDT)

Es konnte Uber die DDT-Technologie gezeigt werden:
Eine spezielle RNA kommt nur in dem Blut von
SA-erkrankten und nicht in gesunden Akitas vor.



1.2. Eine neue Perspektive:
RNA-Screen

Ein Strategieplan um die veranwortlichen Gene zu finden:
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A) Transportfunktion durch den Kérper

B) Schutzfunktion flr den Kérper gegentber
Infektionen oder “korperfremden” Zellen



1.2. Eine neue Perspektive: RNA-
Screen

Ein Strategleplan um die veranwortlichen Gene zu finden:
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Situation in gesunden Akitas:
- Sebozyten in der Talgdrlse

Situation in SA-erkrankten Akitas:

- Massive Infiltration von Antigen-
prasentierenden Zellen in die Talgdrlisen

- Makrophagen

- T-Lymphozyten

- Dendritische Zellen




1.3. MHC-Kandidaten Gene

Ein Strategieplan um die veranwortlichen Gene zu finden:

Was verursacht den Entziindungsprozess
In der Talgdrise?

_ A) SA ist ursachlich keine Virusinfektion, keine
' bakterielle Infektion oder keine Pilzerkrankung

AL “ B) Aus welchen Griinden sammeln sich typische
hINE - Zellen aus dem Blut, wie T-Lymphozyten in den
71 Talgdrisen an?

R ; Normalerweise handelt es sich bei T-Lymphocyten
vt G a0 um Komponenten deren Aufgabe darin besteht
. = 74F+ "eigen” von "nicht-eigen” zu unterscheiden.

'..é’;- : 3 Key role: "Major histocompatibility complex (MHC)
s ~ proteins"



2. MHC-Kandidaten Gen Analyse
2.1. Einfuhrung
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Major histocompatibility complex (MHC)
(Haupthistokompartibilitatskomplex)

MHC Klasse | Proteine
MHC Klasse | Proteine kommen auf nahezu allen Kérperzellen vor.

Sie werden kontinuierlich von T-Lymphozyten kontrolliert und sobald
die Erkennungsstruktur verandert ist, werden diese Zellen eleminiert.

MHC Klasse |l Proteine

MHC Klasse Il Proteine befinden sich auf der Oberfléche

von sogenannten Antigen- pasentierenden Zellen, wie

Makrophagen, Dendritische Zellen oder B-Zellen. Wenn diese Zellen
einen Virus oder andere kérperfremde Proteine aufgenommmen
haben, werden diese via MHC- prasentiert und anschlieend

von T-Lymphozyten erkannt und vemnichtet.



2.1. Einfuhrung

Das Hundegenom wurde vom “Whitehead Institute Center for
Genome Research (Cambridge, MA)" weitestgehend entschllsselt
und kann tber genetische Datenbanken abgerufen werden.
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2.2. Material und Methoden
MHC Kandidaten Gene
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2.2. Material und Methoden

Vorgehensweise um ein Gen zu entschllisseln

Chromosom 12
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Primer forward

Primer reverse



2.2. Material und Methoden

Vorgehensweise um ein Gen zu entschllsseln

8 = > & Primerdesign fur DLA-DRA1
T %::":?Ap'
CG
TA
AAACCACAGAAT D (Bt AT .

c T TTGTTTATTTTGCTATTTTTATTTGATTATATGTAT GAGGTGTTTTITTCTTTTTCTTITTCTITTCTTITTCTTITITCTTITCTTITITCTTITCTITTTITTITTTITTITITTIITTITITITITTTTAT
TAAGAGCTTTACTTGTTTACCTGACCCTTTGACAAGAGCTCTTCCC TTAGC AAC AGATGTAT CATCTC AAAAGTTTTTCTGATTGGCTTCAGCTCASCTTATTTALATTTCAAT
AT AT T AT AT A AT A AT TCTETCTTTT T T T T TAAAT S TOTCAGTTATACCCTACTCTTTAGCTCTACTDGACCTCCC ALC AAATCAC ACANGAALATGAC CAT
AAGTGGAGTCCCAGTGCTAGGATTTTTCATCATGGCTTTCCTGATGGGTCCTCAGGAATCATGGGCTGTCAAAG GTAAGT GCTE AGAGAAAC AMAAZTTEOGAT AGAAR
TTCTGAGAGCATTEGGAGAZAT AAATTGT AMATATTTGC AL ACTGTCTTTGALCGT GAAGG ALAAGTRTERCAGGCATCGTOTGRTCTALALTCTGALASTAT TALLALATTGT
AGTTTGGAGGAGTTCTGATCTTAT ALATTGAMGTCAGTCACATTTAGTTGAGAGG AL ALLLAATGGTATGGATTAGTACCATTGACTTTGAGAT ALGGCTGACTTGALGTG
A T CTTTTCT GAGAGGTAT T AL ARG CTATCC T TG GG TTTAATTTCTTTTTCTGGAARATTAGTAGATTTTGAAATCTCACATCATTTTGTGGGG

AT GEAACC TAM S A A TT A A GAAT T A AT TTT A G CTTCATTT T T AATG A CCTAC T TG T TCATTTCTCCCCTCCTAGTTOTGTTCALC AT GGAT

ST TG AT A T AT T T A T ATTTCT e T T T AT AT TCC TCC AT T C A AT G AT T TCCAC T GO CCAC ACCCACATGTTTGTCTC ACATCCCT G
GETTCTACTTCTTETCC TG CTCCTGRTTTCCACCCTAMCTCTCTTCCCTGCCTTTTCAGAGGAGCACGTAATCATCCAGGCTGAGTTCTATCTGACCCCTGACCCATCAG

GCGAGTTCATGTTTGACTTICGATGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGAAAAGAAGGAGACGGTGTGGCGCCTTGAAGAATTTGGACGTTTTGCCAGCTTTGAGG

CCCAGGGTGCCTTGGCCAACATAGCTGTGGACAAAGCTAACCTTGACACAATGATAAAGCGC TCCAACCACACCCCGAACACCAATGGTACGTGCTGCACTCCTAGA

AT GGG AT CATAA TT TG AT AGAT G TT CAGCTTATGTGTTACATTAT TGTGACTGACTTTCCCTCCCAGGGELCTAGTGTGECCAT AAAC ALGTCCOTACTTCTCATG
A A G AN AT TTCAT AT GAGTT TG TTCCT T T T AT T G T CATATCTCATCCTTACCATCCACAGTCACTTATAGAGCCATTGCCCCALATCTAT GOT GG GG AG
GOTEOECAGGAAT GAAATT ATC TCCAGTGCCT AAAATATCCTGTATATCTTACACCACAGCACTGGTTCCAGTATCAT GEAGGAGAGTATC AGAGAT AGGTATCTGAGACT
GTAGTACAGATCCTCAGGGCAGAGTTTCAACTGCTTATTCTGTTTCAGTGGGAGGGAGAMGEAC TAGCC CAMSCAGGGAMGGCTAATTTCTGTCCTGTGTCCTCAGTACC
TCCAGAGGTGACTGTGCTCTCAAACACCCCTGTGGAACTGGGAGAG CCCAACATCCTCATCTGTTTCATCGACAAGTTCTCCCCACCAGTGATCAATGTCACGTGGCT

TCGAAATGGAAACCCTGTCACCACAGGAGTGTCAGAGACAATCTTITITGCCCAGAGAAGACCACCTTTICCGCAAATTCCACTATCTCCCCTTICCTGCCCTCAGCC GA

GGACGTTTATGACTGCAAGGTGGAGCACTGGGGTITGGATGAACCTCTTCTCAAGCACTGGGGTATGGACCATCCTTCCATCTCCTTTCTTTTATGATTTITCCCCGGTGA
TG ATATGTCTGGTGUT T TGGGAT GTTCCC T ARG T AT CCAT AN AATT GO TATGAC T CTAT T T TG T T T T ATTATTCAGTT TCACCCACCTTT TAAT ATGCATTTO
T AT A AT AT T T T T T T T TA T TT AT T AT T AT AT TAT TTTT T TGAC T GAAT A C T ACCTT TG ATTCTALT TGCTBACGCCATAC A AGTCATTACCTCTGTAC
TETACTCTGTTTITATTTTCCCCAGAGTTTG AACCACCAACCCCCCTCCCAGAGACAACAGAGAATGTGGTGTGTGCCCTGGGCCTGATCGTGGGTCTGGTGGGCATCAT
TACTGGGACCATTTTCATCATCAAGGGCATGCGCAAGGTCAAAGCTGGTGAACGCCGAGGGCCTCTTTGAGGCACTTTCAGGTGGGTTTGATGT AG AGG AAGGC AT AT

AT AT AG AL AATT AT CC A A MG A G AL M AGAGTGGGEAGAAMGGATATGTGATATCTTT ASAGGAALAT GATAGGALAGTC ATGACTCTTAATTTATCTTTGCG AG ARCA
A0




2.2. Material und Methoden

52°C §3%C S4°C 560 BBC 57°C standard

Optimierung der Reaktions-
bedingungen:

« Jedes Primerpaar
muld ausgetestet
und Uberpraft
werden.

« Dabel werden nur
Reaktionsprodukte
ausgewanhlt, die eine
einzige Bande
hervorbringen.



2.2. Material und Methoden

Die Sequenzierung

110 120 120
GTCCTGTGTDCHCnGTnCCTCCnGaGGTGw

ABlprism 3100 genetic Analyzer
Heterozygot
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120 130
TCGTGTGTCGCGHGTHCGTGGHGiGGTGnGTGTGGTGTCn

sttt

110 L0 130
TCCTGTGTGGTG&GTﬁCGTGCﬂGﬂGGTGﬁCTGTGGTGTG&}

u“u,.l u.,hh“;

Homozygot



2.2. Material und Methoden

Sequenz-Alignment
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2.3. Ergebnisse

MHC Klass | Status Die PCR-Produkte Neu-

Gene Entwicklung

DLA 88 incomplete 1

DLA 79 complete 7 new

DLA 12 complete (ex.3) 6 new

DLA 64 incomplete 4 new

MHC Klass i Status Die PCR-Produkte Neu-

Gene Entwicklung
DLA-DRA1 complete 4 new
DLA-DRB1 complete 1
DLA-DQA1 complete 1
DLA-DQB1 complete 1




2.3. Ergebnisse

Total SA+
Gene N B G e ek
DLA79D P1 31 13 | 49 1
DLA79F P1 31 4 58
DLA12A P1 21 35 7 6
DLA12A P2 22, "3B6 8
DLA12E P1 30 54 6 6
DLA12E P2 10 A L 45 6
DLA12E P6 30 53
DLA12E PS 30 52
DLA12E P10 30 17 | 43 5
DLA12E P13 30 13 | 47 1
DLA12E P14 30 54 | 6 6
DRB P1 % 3 B 0 49 5
DQA P1 32 15 49 1
DQA P2 G g B 13
DQB P2 32 25 39 1




2.3. Ergebnisse

Berechnung der genetischen Distanzen
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Software Calculation Frogramme: Genetix




3. Diskussion
3.1. MHC ein Schlussel fur SA?

Zusammenfassung:

« Die Testergebnisse weisen auf eine reduzierte
genetische Variabilitat in den untersuchten MHC -
loci bei SA-erkrankten Akitas hin.

« Zur weiteren Uberpriifung miissen demnéchst
welitere SA-erkrankte Akitas untersucht werden, um
die Ergebnisse statistisch abzusichern.

« Mit diesem experimentellen Ansatz lassen sich

moglicherweise sogenannte SA-Risikogruppen
feststellen

* Die neu entwickelten Untersuchungsmethoden
ermoglichen auch beil anderen Erkrankungen mit
autoimmunem Hintergrund eine schnelle
Uberprafung: u.a. VKH




3.2. Weiterfuhrende Experimente

 PCR Optimierung fur die Gene DLA 88
und DLA 64

« Aufbau einer Datenbank zu genetischen
Besonderheiten bel MHC Kandidaten

Genen

« Zukunftige Verwendung der neu
designten MHC Screening Tools um
andere Autoimmunerkrankungen und
Ihre genetische Verankerung zu prufen




